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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
動物は一個の受精卵から発生 し、秩序だって多種多様な細胞に分化 し、組織や器官が形
成 されるが、そこには多数の遺伝子の差次的発現(differentlalexpression)が関与 し
ている。近年、推定される高等動物の遺伝子の数は、数万 といわれ、初期発生において細
胞が異なる細胞に分化する際には、遺伝子発現の変化が伴 うことが明らかにされてきた。
本研究は、ニワ トリ生殖腺め発達において重要と考えられる遺伝子の発現パターンを特
に初期の発生段階について観察することを目的とした。興味深いことに、多くの鳥類種と
同様に、ニワトリ卵巣は発生の初期に右側は発達が停止し左側のみ機能的な卵巣に分化す
る(鳥 類の卵巣不等分化現象)。 将来卵巣となる生殖隆起は5日胚頃より左右とも形成さ
れるが7日胚頃より左右差が現れ、左生殖腺は皮質(cortex)の発達が見 られるが右生殖腺
では皮質が形成されない。また雄では左右生殖腺とも正常に精巣へ分化する(Fig.1)。
脊椎動物の性分化には、性ステロイ ドホルモンの関与が重要である。雌性ホルモン(エ
ス トラジオールー17β等)または雄性ホルモン(テス トステロン等)は、それぞれ卵巣およ
び精巣から分泌され、生殖腺付属器官や脳の性特異的な発達を促すことが知られている
が、未分化な生殖腺を卵巣又は精巣に分化させることにも関わっている。ニワトリでは発
生初期において、メス胚 に雄性ホルモン、またはオス胚に雌性ホルモンを投与することに
より、しばしば表現型としての性が逆転する現象が古くか ら知られている。
性ホルモンが細胞内で機能するには、核内のステロイ ドホルモンレセプターが関与 して
いる。ステロイ ドホルモンレセプターは、遺伝子の転写を制御する転写因子で、性ホルモ
ンが、それに固有のステロイ ドレセプターと結合することによりステロイ ドレセプターは
転写因子として活性化 し、性特異的な遺伝子の転写を促す働きがある。
本研究では、ニワトリ胚における正常な卵巣分化に対する雌性ステロイ ドホルモンの必
要性、左右卵巣の不等分化、性ステロイ ドホルモンまたはその産生阻害剤の投与による性
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Fig.1Gonadsofthe14dayfemale(A)andmale(B)chickenembryo.
Laeftgonad,R:rightgonad,G:germinalepithelium,C:cortex,M:medullary
cord.H-Estaining.Bar=200um.
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分化の表現型の逆転という興味深い生物現象の分子レベルの機構を探ることを目的とし
て、コレステロールからエス トラジオールー17βの生合成に関与する5種類の酵素の遺伝
子ならびにエス トロゲンレセプター遺伝子の初期生殖腺分化過程でのmRNAレベルの発現
を解析した。
第2章 ニワトリ生殖腺の組織学的観察
国立精神 ・神経センター神経研究所 モデル動物開発部 菊池建機部長の指導の下で以下
の観察を行った。
ニワ トリの初期生殖腺の発達過程を観察するため、生殖腺を496パラホルムアルデ ヒド
固定し、ヘマ トキシリン エーオ シン(HE)染色 による光学顕微鏡観察さらに電子顕微鏡によ
る観察を行った。ニワ トリ生殖腺は、5日胚頃より中腎近傍に生殖隆起として生じてくる
が6日胚までは雌雄の区別が明確ではなかった。一方、生殖上皮(germinalepithelium)
と言われる生殖腺を囲む上皮構造は、電顕による観察により、生殖隆起が形成されていな
い4日胚においてもすでに雌、雄 とも、左側は肥厚 し、しばしば2ないし3層の細胞より
なっていたが、右側は薄く単層で構成されていた(Fig.2)。組織学的にニワ トリの生殖腺
の観察は昔より行われてきたが、生殖隆起が形成される以前の4日胚で既 に、左右で上皮
の構造に違いが見 られたことは、今回新たに得られた知見である。
7日胚以降は、雌雄差が観察された。まず雌の左生殖腺では、生殖上皮が肥厚し、 しだ
いに多層となり将来の卵巣となる皮質が形成されたが、右生殖腺ではこのような皮質の形
成がみ られなかった。一方、雄生殖腺は発達に従い、左右とも髄索が発達し、精巣構造が
形成されることが観察された。雄においては、左の生殖上皮の肥厚は雌の左生殖腺のよう
に多層にはな らず、最終的には単層となった。
第3章 ニワ トリ胚生殖腺における性ステ ロイ ドホルモン合
成系酵素遺伝子とエス トロゲンレセプター遺伝子発
現の解析
雌 性 ホ ル モ ン であ る エ ス トラ ジオール ー17βは、 コ レステ ロー ル よ り、 コ レステ ロール
側鎖 切 断 酵 素(P450scc)、3β一ヒ ドロキ シ ステ ロイ ド デ ヒ ドロゲ ナ ーゼ/△5→4イソメ
ラー ゼ(3βHSD)、17α一ヒ ドロキ シラ ーゼ/17,20リアー ゼ(P450c17)、17β一ヒ ドロ
キ シス テ ロイ ドデ ヒ ドロゲ ナ ーゼ(17βHSD)、ア ロマ ター ゼ(P450arom)の5つの酵 素
の触 媒 によ り生 合 成 され る(Fig.3)。
これ らの酵 素 の 遺伝 子 の ニ ワ トリでの 発現 解 析 には 、各遺 伝 子 のcDNAの取得 が 必要 で
あ った が 、P4・50aromがMcPhau1ら(1988)によ って ク ロー ニ ング され た他 は・全 て 著者
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Fig・2Ultrastructureofgerminalepithgliumofthe4daychickenembryo・
A:femaleleftgerminalepithelium,B:maleleftgerminalepithellum,
C:femalerightge'minalepithelium,D:rhalerightgerminalepithelium.
Bar雷5μm.
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の所属する研究室においてクローニングされた。この うち3βHSDのcDNAは著者がク
ローニングした(Nakabayashie亡訊,1995)。また、エス トロゲンレセプター(ER)の
cDNAは、Krustら(1986)によってクローニングされた。本研究では、これ らのcDNAク
ローンを用いてアンチセンスRNAプローブを作製し、ニワ トリ胚生殖腺を含む組織切片に
対する1η51加ハイブリダイゼーションの技法を用いて、初期生殖腺における各遺伝子の
mRNAの発現の検出を行った。
その結果、コレステ ロールか らアンドロステンジオンを生成するP450scc、3βHSD、
P450c17の各mRNAの発現は雌胚、雄胚とも7日胚より左右の生殖腺で検出されたが、
アン ドロステンジオンからエス トラジオールー17βを生合成するために必要な17βHSD
、P450aromの各mRNAは7日雌胚の左右生殖腺にのみ検出された(Fig.4AB)。同様な
発現パターンは14日胚まで観察された。この'η5'亡σハイブリダイゼーションの結果を確
かめるために、雌または雄胚の生殖腺よ りmRNAを抽出、精製 し、RT-PCRにより、17
βHSD、P450aromの各mRNAの検出を試みた。その結果、雌生殖腺では25サイクルの
PCRで両遺伝子とも発現がみられたが、雄生殖腺では同条件では検出されず、40サイク
ルのPCRで初めて発現が検出された(Flg.5)ことから、これ らの遺伝子の雄生殖腺での発
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現量は極めて微量であることが示され、1η51ωハイブリダイゼーションの結果を支持す
るものとなった。
以上の転写 レベルの観察結果は、雌胚では左右生殖腺でエス トラジオールー17βが生成
されること、雄胚生殖腺ではアン ドロステンジオン(雄性ホルモンの一種)は生成される
が、エス トラジオールー17βは生成できないことを強く示唆するものである。
また、ERmRNAは'η51亡αハイブ リダイゼーションにおいて、雌胚 ・雄胚とも7日より
左の生殖腺にのみ発現がみられ、右生殖腺では検出されなかった(Fig.4CD)。雌胚での
発現パターンは14日胚まで同様であった。一方、雄胚では生殖上皮の退化に対応 して、
14日胚ではERmRNAは検出されな くなった。この'η5'亡uハイブリダイゼーションの結
篶鶴議
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Fig.4DetectionofRNAtranscriptsfromP450aromgeneinfemale(A)and
male(B,notdetected),fromERgeneinfemale(C)andmale(D),inthe7day
embryonicgonadsofchickenbyinsituhybridization.Laeftgonad,R:right
gonad.Bar=200um.
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果を確かめるために、雌または雄胚の左右生殖腺よりそれぞれmRNAを抽出・精製 し・
RT-PCRにより、ERmRNAの検出を試みた。その結果、'η51ωハイブリダイゼーション
同様、雌、雄 とも、左生殖腺でのみERmRNAが検出されたが、雄では生殖腺の発達(生殖
上皮の退化)にしたがい、14日胚以降、検出される個体数は著 しく少なくな り、鰐化後、
全く検出されなくなった(Fig.6,Table1)。
以上の結果より、雌の左生殖腺では、ERがエス トラジオールと結合することにより転
写因子として機能 し左皮質の発達に寄与するが、ERの発現 しない右生殖腺はエス トラジ
ォールー17βを受容できず、皮質が発達できないため、左右卵巣の不等分化が生じると考
えられる。一方雄の初期左生殖腺で発現するERは、エス トラジオールr17βが生成 しな
いため、機能できないと考えられる(Fig.7)が、オス初期胚に外部からエス トロゲンを加
えると左精巣が卵精巣化することが知られており、オス胚のERは機能できる形にはなっ
ているものと考えられる。
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第4章 性ステ ロイ ドホルモン合成系酵素mRNA発現細胞の
同定
雌 の初 期 生 殖 腺 にお いて 、P450scc、3βHSD、P450c17、17βHSD、P450arom
の 各mRNAの発 現細 胞 の 同定 を行 った。 また、 成鶏 の 卵 胞で の性 ス テ ロイ ドホル モ ン合 成
系 酵 素群 の発 現 制 御 に関わ る と考 え られ て いるIuteinizinghormonereceptor(LHR)
mRNAの検 出 も試み た 。
ニ ワ トリのLHRcDNAは、著 者 の所 属 す る研 究室 の 日野 原 、西 森 らに よ りク ロー ニ ング
された もの を利 用 した 。
そ の結 果 、P450scc、3βHSD、P450c17、LHRのmRNAは、 形 態 学 的 に はfat-
ladencellと記 述 され て いる細 胞 と、 髄 索裂 孔 周 辺 の一 部 の細 胞 で発 現 が 見 られ たが 、
17βHSD、P450aromのmRNAの発現 は、 これ らとは異 な る髄 索 中の 皮 質 に近 い髄 索裂
孔周 辺 の細胞 で 発 現 して お り、複 数 の種 類 の細 胞 が性 ホル モ ン生合 成 に関与 して いる こと
が示 され た(Fig.8)。P450scc、3βHSD、P450c17、LHRのmRNAの発現 して いる細
慈 試 馬..嬬 拶 ・・漉嫡 甑 鰍 ハゼ曙翻 へ ・・ .愚
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Fig.8DetectlonofRNAtransc巾tsfromP450c17andP450aromgenesin
theleftgonadofa14dayfemalechickenembryo.P450c17transcripts
appearinreddishorangeandP450aromtranscriptsappearinpurple.
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胞は、産卵鶏の卵胞における穎粒膜細胞と内爽膜細胞、17βHSD、P450aromのmRNA
が発現 している細胞は、外葵膜細胞にそれぞれ対応すると考えられるが、細胞系譜上の関
係は不明である。雌初期胚の生殖腺において:コレステロールは、まずfat-ladencell
よって弱い雄性ホルモンであるアンドロステンジオンまで変換され、これが輸送又は拡散
により髄索の裂孔周辺の細胞まで到達 し、さらにエス トラジオールー17βに変換されるも
のと考えられる。
性ステロイ ドホルモン合成系酵素遺伝子の発現細胞が少なくとも2種類あることの意味
であるが、まずfat-ladencellは、ステロイ ドホルモン合成の出発材料であるコレステ
ロールの生合成も活発に行 うよう分化 した細胞であると考え られる。またfat-laden
cellで発現している性ステロイ ドホルモンを合成するための遺伝子は、雄胚でも発現 して
おり、また、副腎皮質ホルモンなどを生合成するためにも必要で、性特異的な制御をかな
らずしも受けず、雌雄共通でかつ生殖腺や副腎皮質に共通の機構で発現が制御されている
と考えられる。一方17βHSD、P450aromのmRNAが発現 している細胞は、17βHSD、
P450aromが雄胚では極めて低い発現しかないことからも、著しく性特異的、雌生殖腺
特異的な制御を持つように分化 した細胞であるといえよう。
LHRが初期胚でも産卵鶏の卵胞のように機能 しているかどうかは現在のところ確認でき
ないが、hCGにより初期生殖腺でのステロイ ド生産能が高まるという報告もあり、潜在的
には機能 しうると考えられる。
第5章 総合考察
多くの鳥類種で卵巣の分化に著 しい左右差が生じることの意味は、現在にいたるまで
も、よく分かっていない。一つには、鳥が空を飛ぶため、軽量化のため卵巣を一方のみに
したという説である。たしかに巨大な卵胞構造をもっ鳥類の卵巣は、飛翔のさい、重量的
にかな りの負担になると考えられる。しかし、空を飛べる鳥でも左右卵巣が発達する種も
存在する(例:ワシタカ 目ハイタカ属など)。
本研究により、卵巣の左右差をもたらす原因は、実は雌特異的ではなく、極 く初期の胚
においては雌雄両方に生 じている現象であることが確認された。具体的には、雌雄とも、
極く初期の生殖腺においては、左側のみ生殖上皮の発達と、エス トロゲ ンレセプターの発
現が見 られた。生殖腺が形成されていないような初期胚のかな り早い時期よりこのような
左右差を生じさせる機構は、今後の研究課題である。脊椎動物の左右は、外見を除けば決
して対称ではない。そこには、非対称性を生じさせるような制御が関わっていると考えら
れ、最近、液性因子であるSonichedgeho9が鰐卵後20時間頃の初期胚 において、
Hensen蟹snodeの左側にのみ発現 し、心臓の位置決定に重要な働きをしていることが見い
出されている。進化上、鳥類にのみ、生殖腺に対しても非対称性を生 じさせるような制御
機構が獲得されたと推測される。
雄胚において、精巣方向への分化がまだ始まっていない5日胚に外部よ りエス トラジ
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オールー17βを投与すると、左生殖腺に皮質が形成されることから、雄胚のERは、生殖
腺を卵巣方向に分化させる能力を保持 していると考え られる。さらに、このことは雌胚の
左の生殖上皮 に発現 しているERが卵巣皮質の形成 に、重要であるという事実を、間接的
に支持するものである。
本研究においては、正常の雄胚で発現 しているERは、雄胚でエス トラジオールー17β
が生合成されないため、機能 しないと結論 したが、雄胚 において、なぜこのような制御機
構が存在 しているのであろうか。進化的に下等な脊椎動物においては、外部からの雌性ま
たは雄性ホルモンの投与により、表現型のみならず、完全に性が逆転する種の存在が知 ら
れている。このような種の生殖腺 には、雌性または雄性ホルモン両方を受容するレセプ
ターがあると考えられ、初期生殖腺より分泌される性ホルモンが雌性か雄性かで、最終的
に生殖腺 レベルの性が決定されると考えられる。また、種 によっては、性ステロイ ドホル
モンの投与により、一方の性には転換するが、逆方向の性転換はおこりにくい種がある。
このような種では、雌性または雄性ホルモンのレセプターのうち、すくな くとも一方が厳
密に発現制御を受けるように進化上変化 したと考えられる。
このような仮定が脊椎動物の性決定の基本になっていると考えると、性を決定するの
は、性ホルモンであり、さらに鳥類の生殖上皮は、もともとは左右 に存在 し、ERも発現
していたのではないかと考え られる。
性ステロイ ドホルモン合成系酵素群のmRNAおよび左の生殖上皮 にERmRNAが発現す
る時期が、左の生殖上皮から皮質が形成され始める時期(7日胚)に一致 していることは、
性ステロイ ドホルモン(エス トラジオールー17β)が卵巣皮質の分化初期に重要な働きを
して'いることを強く示唆するものである。さらにP450aromの阻害剤を5日雌胚に投与す
ると、卵巣皮質が形成されないことからも、エス トラジオールー17βが卵巣皮質の分化に
重要であることが推定できる。
さらに、エス トロゲンレセプターを活性化するエス トラジオールー17βを生合成する酵
素の遺伝子は雌生殖腺特異的に発現するように制御をうけており、そのためエス トロゲン
は雌胚で しか生合成されず、雌胚の左生殖腺にのみ皮質構造が形成されると考えられる。
初期卵巣中には、性ステロイ ドホルモン合成系酵素遺伝子の発現パターンが異なる細胞
が2種類以上存在 していたが、成鶏の卵胞でも、性ステロイ ドホルモン合成系酵素の局在
は、穎粒膜細胞、内外爽膜細胞等に分れていることが知 られている9本 研究の結果、初期
胚でも卵胞の場合と同様に、P450scc、3βHSD、P450c17を発現する細胞と、17β
HSD、P450aromを発現する細胞とが分けられたことは、これら各グループの遺伝子発
現にそれぞれ共通の制御機構が働いている可能性を示唆するものである。
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要約
1.ニワ トリ胚において生殖隆起が形成される前の組織部位における上皮構造はすでに雌
雄とも左側は右側に比べて発達 していることが観察された。
2.初期の生殖腺においては、雌雄とも、左生殖腺にのみエス トロゲンレセプターmRNAの
発現が観察された。
3エス トロゲ ンレセプターのリガン ドであるエス トラジオールー17βは、その合成に関わ
る5種類の遺伝子のmRNAレベルの発現解析の結果、雌胚生殖腺では生合成されるが、
雄胚では生合成 されていないと考えられ、このことにより雌胚の左生殖腺のエス トロゲ
ンレセプターが活性化 し、卵巣皮質が形成されることが示唆された6
4。卵巣の初期分化過程において、性ステロイ ドホルモン合成系酵素遺伝子の発現パターン
が異なる細胞が2種類以上存在 していることを確認 し、これらの細胞が共同して エス
トラジオールー17βを生成するものと考えられた。また、そのなかの17βHSD、
P450aromのmRNAを発現する細胞は性特異的な遺伝子の転写制御を受けるよう分化
した細胞であると推論 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ニ ワ トリの生殖腺分化 にお いて生物学的に興味深 い現象は,雌 ヘテ ロのZW/ZZ型性染 色 体 に よる
遺伝的支配が哺乳類 の雄ヘ テ ロのXX/XY型性 染色体 の場合 ほ ど決定的でな く,初 期胚に対す る性 ス
テ ロイ ドホルモ ン処理 に よ り表現型の性転換 がある程度可能である こと,ま た,多 くの鳥類種 で見 ら
れ るよ うに,雌 では左卵巣のみが分化 し,右 生殖腺は初 期に発達 を停止 して痕跡 状の組織 となること
であるが,こ れ らの現象の分子 レベルの機構は これ まで明 らか にされていない。
本研究で著者 は,コ レステ ロールか ら雌性ホルモ ンのエス トラジオールー17β(E)の生成に関与す
る5種 類 の遺伝子 ならびにEの 活性発現に必要なエス トロゲ ンレセフ。タr(ER)の 遺 伝子 の ニ ワ ト
リ初期胚 生殖腺 におけ る発 現 に着 目 し,全 て ニ ワ トリ由来 のcDNAク ロー ンか ら ジ ゴキ シ ゲニ ン
(DIG)標識 アンチセ ンスRNAプ ローブを 伽 漉70合成 し,組 織 切片 に対す るfπ3伽 ハ イ ブ リダイ
ゼ ーシ ョンを行い,ア ル カ リホスフ ァターゼ結合抗DIG抗体 との反応でmRNAを 検 出す る方 法 を適
用 した。また,mRNAを 逆転写 したのちcDNAをPCR増幅す る方法(RT-PCR)も併用 した。これ ら
のcDNAク ローンの うち,3β 一ヒ ドロキシステロイ ドデ ヒ ドロゲナーゼ(3β 一HSD)のクローニ ン
グは著者 自身が ニ ワ トリ副腎か ら行 った。 これ らの実験か ら,コ レステ ロールか らアン ドロステ ンジ
オ ンの生成に関わ る3種 類 の酵素(コ レステロール側鎖切断酵素,3β 一HSD,17α一ヒ ドロキ シラー
ゼ/17,20リアーゼ)の 遣伝子 は艀卵開始後7～14日(生 殖腺分化 が行われ る時期)の 雌,雄 胚 の左右
生殖腺 で発現す るが,ア ン ドロステンジオ ンか らEを 生成す る2種 類 の酵素(17β一ヒ ドロキ シス テ
ロイ ドデ ヒ ドロゲナーゼ,ア ロマ ターゼ)の 遣伝子 は雌胚の左右生殖腺で のみ発現す る こ と,ER遣
伝子 は雌,雄 胚 の左生殖腺で発現す ること,こ の場合雄 での発現は12日以前 の初期胚でみ られ,14日
以降は殆 ど検出 されな くなることが明 らかに された。 これ らの転写 レベル の解析結果か ら,雌 胚 でE
は左右生殖腺で生成す るがERが 左生殖腺上皮でのみ発現す るため,左 生殖腺めみEの 効 果 に よ り皮
質 が発達 し,卵 巣分化へ と向か うが,右 生殖腺 にはEの 効果は及ばず,発 達を停 止す ること,雄 胚で
はEが 生成 しないため,左 生殖腺に一時的にERが 発現 しても皮質の発達は生 じないこ と,雄 の初 期
胚 にEを 与え ると左生殖腺 のみ卵精 巣に分化す る現象が よく説明 された。ER遣 伝子 の発 現 が雌雄 と
もに左生殖腺で見■られ る ことについて ・著者 は既に4日 胚の時期 の生殖隆起におい下左側 にのみ上皮
の形成が あることを電顕観察 し,こ の ことが関係す るもの と推定 した。 さらに,雌14日胚 の左生殖腺
でE生 成に関わる5種 類 の遺伝子の うち初 めの3種 の遣伝子 と後 の2種 の遣伝 子が異 な った細胞で発
現す る ことを示 した。
以上 のよ うに,本 研究 で著者は ニワ トリ胚 の生殖腺 分化を遺伝子発現 レベィレで解析 し,ア ロマター
ゼ遺伝子,エ ス トロゲン レセ プター遺伝子 の差次的発現を明確 に示 した ことは,鳥 類 の性分化機構の
解 明に大 き く貢献 した もので あ り,審 査員一 同,著 者 は博士(農 学)の 学 位を授与 され るに充分の資
格を有す ると判定 した。
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